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RESUMO 
 
A inflamação neurogênica (IN) é um dos primeiros eventos da cicatrização. 
Diante de um estímulo nociceptivo na pele, ocorre a liberação de 
neuropeptídeos (NP´s) cutâneos pró-inflamatórios, que são substâncias 
produzidas pelos neurônios dos gânglios da raiz dorsal e secretadas de 
terminações nervosas na pele, deflagrando a fase inflamatória da 
cicatrização. Os anestésicos locais (AL´s) tem amplo uso devido a sua 
efetividade e segurança, mas há evidências de que eles poderiam bloquear 
o início da inflamação neurogênica ao inibir a secreção de NP´s, 
potencialmente retardando as fases iniciais da cicatrização. OBJETIVO: 
Avaliar o efeito dos AL´s lidocaína, bupivacaína e ropivacaína na secreção 
de NP´s CGRP (Calcitonin Gene-Related Peptide) e SP (Substance P) na 
pele incisada de ratos. MÉTODOS: Foram utilizados 28 ratos Wistar 
distribuídos igualmente em quatro grupos (n=7): grupo controle (C) com 
solução salina 0,9%, grupo (L) (lidocaína 2%), grupo (B) (bupivacaína 
0,5%) e grupo (R) (ropivacaína 0,75%). Após anestesia geral, o fármaco de 
cada grupo foi injetado ao longo de uma linha reta com dois centímetros no 
tecido subcutâneo da linha mediana do dorso de cada rato e, após 30 
minutos, foi realizada uma incisão (estímulo nociceptivo) da extensão 
desse segmento. A seguir, cada rato foi submetido à morte induzida indolor 
e uma amostra de pele de cada rato, com área e volume padronizados, foi 
retirada do centro da reta incisada com ajuda de dermátomo elétrico e 
punch cutâneo de oito milímetros. Essa amostra foi enviada para 
quantificação de CGRP e SP por Western blotting e os resultados foram 
submetidos à análise estatística. RESULTADOS: em relação à presença de 
NP´s na pele de ratos, no grupo L e no grupo R houve redução da 
quantidade de SP nas amostras, sem diferença entre si; no grupo B não 
 xvii 
 
houve redução da quantidade de SP; em todos os grupos houve diminuição 
da quantidade de pró-CGRP, sem diferença entre si; e em nenhum grupo 
houve diminuição da quantidade de CGRP. CONCLUSÃO: a lidocaína e a 
ropivacaína diminuem os níveis de SP na pele incisada de ratos, enquanto a 
bupivacaína não tem influência sobre os NP´s estudados. Nenhum AL 
demonstrou influência sobre a presença de CGRP na pele incisada de ratos 
no tempo avaliado. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Os anestésicos locais (AL´s) são substâncias que agem pelo bloqueio 
reversível dos canais de sódio, impedindo a deflagração dos potenciais de 
ação das fibras nervosas (GUPTA, 1991). Dessa maneira, os AL´s inibem a 
sensação dolorosa provocada por estímulos nociceptivos locais conduzidos 
por meio das fibras tipo A-δ e C, além de possuírem propriedades 
antiarrítmicas (CHVAPIL et al., 1979). Entretanto, efeitos referidos aos 
AL´s não explicados unicamente pelo bloqueio de canais de sódio são 
descritos, como é o caso das ações anti-inflamatória, antitrombótica e 
neuroprotetora (DIAS et al., 2008). 
O sistema nervoso está presente na pele numa trama tridimensional 
complexa, principalmente na derme, e tem funções na imunidade, na 
regulação dos anexos cutâneos, na termorregulação, na homeostase e 
também na cicatrização e na modulação inflamatória (BESNE, 
DESCOMBES, BRETON, 2002; LIANG et al., 2004; ESTEVES JUNIOR 
et al., 2009; FERREIRA et al., 2009).  
O conceito de inflamação neurogênica (IN) reside no fato de que o 
processo inflamatório periférico inicia-se quando há um estímulo 
exógeno (calor, lesões tópicas, agentes irritantes, alérgenos, luz ultravioleta 
e agentes microbianos) ou endógeno (mudanças de pH, citoquinas, cininas, 
histamina, proteases, neurotransmissores, hormônios e estresse) 
(ROOSTERMAN et al., 2006; CAVIEDES-BUCHELI et al., 2008), que 
caminham para processamento medular em sentido drômico. Nesse 
mesmo processo também há um reflexo axonal, em sentido antidrômico, 
direcionado às terminações nervosas de fibras A-δ e C, com consequente 
liberação de neuropeptídeos cutâneos (NP´s), como substância P (SP), 
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neurocinina A (NK-A), Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP), 
Vasoactive Intestinal Peptide (VIP), entre outros (SCHMELZ & 
PETERSEN, 2001; STEINHOFF et al., 2003; ROOSTERMAN et al., 
2006), que agem por via parácrina, justácrina e endócrina gerando uma 
resposta inflamatória e imunológica na pele (PETERS et al., 2006).  
Transtornos da inflamação neurogênica estão associados a várias 
doenças cutâneas como psoríase (ZEGARSKA, LELINSKA, 
TYRAKOWSKI, 2006), dermatite atópica (FUJII, SENGOKU, 
TAKAKURA, 2010; MISERY, 2011), e dermatite de contato (PAVLOVIC 
et al., 2011), além de um possível atraso no ritmo e na qualidade da própria 
cicatrização (SMITH & LIU, 2002; DELGADO, MCMANUS, 
CHAMBERS, 2005; ROOK & MCCARSON, 2007). 
Os mecanismos de ação dos NP´s na pele são diversos, mas pode-
se dizer que, por um efeito cascata, há ativação inflamatória, 
vasodilatação, ativação de quimiorreceptores, quimiotaxia de células 
inflamatórias (MARTINSSON, HAEGERSTRAND, DALSGAARD, 
1993; ROOSTERMAN et al., 2006), prurido e um eritema característico 
no local do estímulo, promovendo um rápido início do processo de 
cicatrização (PETERS et al., 2006).  
A SP é uma taquicinina com 11 aminoácidos produzida no corpo do 
neurônio do gânglio da raiz dorsal, transportada por via axonal, estocada e 
liberada a partir de terminações nervosas cutâneas (STEINHOFF et al., 
2003; CAVIEDES-BUCHELI et al., 2008). A SP é um NP que age por 
meio de receptores de membrana NK-1 (KAHLER et al., 1993) causando 
degranulação de mastócitos, ativação de queratinócitos, fibroblastos, 
macrófagos, e linfócitos B e T. Essas células, por sua vez, liberam uma ou 
mais substâncias imunomoduladoras e pró-inflamatórias como histamina, 
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TNF-α, prostaglandina D2, leucotrieno B4, neurocinina 1, interleucinas IL-
1α, IL-1β e IL-8, além de provocar quimiotaxia de neutrófilos e eosinófilos 
(MCGOVERN, JONES, SHARPE, 1995; FURUTANI et al., 1999; 
QUINLAN et al., 1999; SONG et al., 2000; SCHMELZ & PETERSEN, 
2001; STEINHOFF et al., 2003; ROOSTERMAN et al., 2006). Por essa 
diversidade de funções, a SP está relacionada a processos na pele como: 
vasodilatação, prurido, extravasamento plasmático (em pele murina e 
humana), ativação do sistema imunológico e cicatrização 
(THEOHARIDES et al., 1998; ROOSTERMAN et al., 2006; CAVIEDES-
BUCHELI et al., 2008). 
O CGRP é um neuropeptídeo com 37 aminoácidos que, em humanos, 
apresenta duas isoformas, α e β, diferentes entre si por três aminoácidos 
(MOORE & SALVATORE, 2012). O α-CGRP é expresso, 
preferencialmente, pelas terminações nervosas da pele, enquanto o β-CGRP 
é encontrado, sobretudo, em terminações entéricas e na epiderme 
(ROOSTERMAN et al., 2006). Na pele, o CGRP está localizado 
frequentemente nas mesmas fibras nervosas que o SP e, quando liberado, 
ativa receptores CGRP1 e CGRP2 localizados em mastócitos, macrófagos, 
fibroblastos, melanócitos, células dendríticas, queratinócitos e linfócitos B 
e T (BRAIN & CAMBRIDGE, 1996; SCHMELZ & PETERSEN, 2001; 
STEINHOFF et al., 2003; ROOSTERMAN et al., 2006). O pró-CGRP 
(15kda) é um precursor de ambas as isoformas do CGRP, mensurável, 
sobretudo, no gânglio da raiz dorsal. A partir desse local, o CGRP é levado 
à terminação nervosa por via axonal, em sentido antidrômico, e estocado na 
terminação nervosa (MISHIMA et al., 2011). Da mesma forma que a SP, o 
CGRP está envolvido em processos complexos, ainda não completamente 
compreendidos, relacionados, sobretudo, às atividades pró-inflamatórias na 
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fase aguda da inflamação (ROOSTERMAN et al., 2006). Entre seus efeitos 
locais ressalta-se como potente vasodilatador via óxido nítrico, supressão 
de linfócitos T, modulação do processo cicatricial, quimiotaxia de células 
inflamatórias, e consequente modulação da dor (BRAIN & GRANT, 2004; 
BIRKLEIN & SCHMELZ, 2008). 
O bloqueio do potencial de ação das fibras A-δ e C da pele por AL´s 
pode reduzir a liberação de NP´s cutâneos diante de um estímulo 
nociceptivo, inibir a complexa cascata de mediadores inflamatórios 
(RODRIGUES et al., 2011), assim como suprimir a deflagração da 
inflamação neurogênica (PETERS et al., 2006) potencialmente atrasando o 
início do reparo cicatricial. Essa possibilidade foi averiguada por diversos 
estudos em animais (MORRIS & TRACEY, 1977; CHVAPIL et al., 1979; 
MORRIS & APPLEBY, 1980; VASSEUR et al., 1984; DAVIES, 
GUYURON, HUSAMI, 1991; MADHUCHANDRA, BHAT, RAMESH, 
1991; POWELL et al., 1991; DRUCKER et al., 1998) e em humanos 
(HANSSON et al., 1993; KALMAN et al., 1998), utilizando procaína, 
prilocaína, mepivacaína, lidocaína, e bupivacaína. 
Não foram encontrados estudos que relacionassem a influência dos 
diversos tipos de AL’s com a secreção de NP´s pelas terminações nervosas 
cutâneas, inclusive SP e CGRP, após um estímulo nociceptivo. Ressalta daí 
a importância de averiguar, comparativamente, se os AL´s mais utilizados 
na prática clínica podem inibir a liberação desses NP´s na pele. 
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Investigar o efeito dos anestésicos locais lidocaína, bupivacaína e 
ropivacaína sobre a quantidade de neuropeptídeos SP e CGRP na 
pele incisada de ratos. 
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3. LITERATURA 
 
3.1 Cicatrização e Neuropeptídeos 
 
BRAIN & CAMBRIDGE (1996) estudaram a farmacologia do 
CGRP. O CGRP ou calcitonin gene-related peptide é composto por 37 
aminoácidos, produzido, sobretudo, em neurônios sensitivos periféricos, de 
fibras A-δ e C, e centrais, do corno posterior da espinha nervosa. É 
produzido como duas isoformas, α e β, liberado por terminações nervosas 
por uma série de estímulos e degradado pelas enzimas triptase e quimase. É 
um potente vasodilatador por relaxamento arteriolar, independente do 
óxido nítrico, e tem diversas atividades no processo inflamatório causando 
edema, ativação de neutrófilos, eosinófilos, linfócitos, células dendríticas, 
entre outras, através de receptores CGRP1 e CGRP2. Os autores 
observaram que o CGRP tem perspectivas no tratamento de pacientes com 
migrânea, pois a inflamação neurogênica da dura mater tem sido 
relacionada ao aumento dos níveis de CGRP no líquor durante as crises, o 
que causaria vasodilatação e cefaleia. 
 
WALLENGREN, CHEN, SUNDLER (1999) estudaram a 
cicatrização de lesões padronizadas em ratos, após a secção do nervo 
ciático e a depleção de neuropeptídeos pela capsaicina. Os autores usaram 
115 ratos com lesões cutâneas padronizadas com punch de três milímetros 
até o subcutâneo nas patas traseiras e os distribuíram em quatro grupos: (1) 
grupo controle; (2) grupo tratado previamente com capsaicina; (3) grupo 
com secção do nervo ciático; e (4) grupo tratado com capsaicina somado à 
secção do nervo ciático. As lesões foram acompanhadas por biópsias com 
punch de seis milímetros nos dias 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14 e 21, utilizando 
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inspeção macroscópica, histológica e imuno-histoquímica para SP, CGRP, 
VIP, NPY e PGP 9.5. Uma redução parcial dos NP´s no local da lesão foi 
devidamente constatada nos grupos experimentais. Os autores não 
observaram atraso no fechamento da lesão entre os grupos e, constatando 
que uma denervação total não foi obtida, os mesmos concluíram que as 
fibras nervosas residuais, seus respectivos estoques de NP´s e ramos 
nervosos colaterais são suficientes para prover uma cicatrização normal. 
 
WEIDNER et al. (2000) investigaram a SP e o CGRP na pele de 
humanos quanto à capacidade de vasodilatação, extravasamento proteico, 
liberação de histamina e efeitos sensitivos por meio de microdiálise (MD) 
com ELISA. A MD com ELISA permitiu determinar o extravasamento 
proteico na pele de humanos in vivo de maneira atraumática em 53 
voluntários saudáveis. Assim, cinco fibras ocas de plasmaferese foram 
introduzidas na face volar do terço médio do antebraço esquerdo, 
perpendiculares ao eixo ósseo, a uma profundidade média de 0,6 
milímetros, distando quatro centímetros um do outro. As fibras foram 
perfundidas com solução de Ringer por 60 minutos e depois foi realizado 
estímulo com SP e CGRP e comparadas com a prostaglandina E2 
(substância vasodilatadora) e codeína (substância degranuladora de 
mastócitos) por 30 minutos. O produto da diálise foi colhido a cada 15 
minutos e enviado para análise fotométrica. Os autores observaram que: (1) 
tanto SP como CGRP não provocaram sintomas locais como dor e coceira; 
(2) a SP produziu vasodilatação dose-dependente e extravasamento 
proteico provavelmente por dilatação de vênulas pós-capilares; (3) o CGRP 
produziu vasodilatação mais duradoura e potente que a SP agindo sobre as 
arteríolas pré-capilares, portanto, sem extravasamento proteico; e (4) SP 
causa liberação de histamina, mas apenas em concentrações mais elevadas. 
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BESNE, DESCOMBES, BRETON (2002) estudaram a inervação na 
epiderme em relação à idade e local anatômico em humanos (mulheres 
brancas). Foram realizadas 82 biópsias em pacientes entre 20 e 93 anos, 
distribuídos em grupos a cada década de vida, retiradas de quatro locais 
anatômicos submetidos a cirurgias plásticas estéticas: pálpebra superior, 
área pré-auricular, abdome (infraumbilical) e mama (polo inferior). Foi 
realizada imuno-histoquímica nas peças com marcador de células nervosas 
PGP 9.5 e calculada a área epidérmica ocupada por terminações nervosas. 
A densidade de inervação epidérmica em função da idade diminuiu nas 
pálpebras, não se alterou no abdome e aumentou nas mamas. 
 
SMITH & LIU (2002) estudaram a cicatrização de lesões 
padronizadas em ratos recém-nascidos após a depleção de neuropeptídeos 
pela capsaicina. Os autores usaram 65 ratos recém-nascidos com lesões 
cutâneas padronizadas com punch cutâneo de quatro milímetros na região 
periescapular no 12º dia pós-natal (DPN) e os dividiram em dois grupos: 
(1) grupo controle; (2) grupo tratado previamente com capsaicina em 
injeções subcutâneas no 2º e no 9º DPN. Após o uso de um marcador de 
divisão celular (BRDU), as cicatrizes foram biopsiadas nos dias 3, 5, 7, 11 
e 21 do experimento. Foram medidos a área e o volume do ferimento e as 
peças foram para IHQ. Uma redução parcial dos NP´s no sítio da lesão foi 
devidamente constatada nos grupos experimentais. Os autores observaram 
que a redução de CGRP na lesão estava associada à cicatrização retardada, 
que se traduziu em maior área e volume de cicatrização, retenção de crostas 
prolongada e reepitelização atrasada. 
 
LIANG et al. (2004) compararam a quantidade de nervos no modelo 
de cicatriz hipertrófica de fêmeas de porco Red Duroc (FPRD) em relação à 
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cicatriz hipertrófica humana. Os autores fizeram lesões no dorso de duas 
FPRD e biopsiaram as lesões com dez dias, um mês e cinco meses. As 
amostras humanas foram obtidas durante o tratamento de seis pacientes 
queimados. Foi realizado IHQ e as imagens foram analisadas em 
computador para avaliação de densidade de nervos e fração da área com 
nervos. Os resultados mostraram que o tecido nervoso estava aumentado na 
cicatriz de FPRD, assim como em cicatrizes hipertróficas humanas, como 
descrito na literatura, porém sem diferença estatística. Os autores 
concluíram que esses resultados corroboraram com a validação do modelo 
animal da FPRD para estudo de cicatrizes hipertróficas. 
 
DELGADO, MCMANUS, CHAMBERS (2005) estudaram a 
influência da SP na cicatrização na pele de ratos (n=32) após um ferimento 
padronizado com laser de CO2 até 50% da derme. Dessa forma, foi injetado 
de maneira exógena no ferimento a SP e o Spantide II, um antagonista de 
SP, e a pele foi coletada em espessura total até panículo carnoso nos dias 0, 
3, 7, 14 e 21 pós-ferimento, congelada e enviada para imuno-histoquímica 
(IHQ). Foi estabelecido um score histológico considerando vários aspectos 
microscópicos do processo cicatricial. Como resultado, a cicatrização 
apresentou-se com menor score histológico diante de baixas concentrações 
de SP, como no grupo controle e no grupo Spantide II e, inversamente, a 
cicatrização teve melhor qualidade histológica diante de concentrações 
mais altas de SP. 
 
ESTEVES JUNIOR et al. (2009) investigaram o efeito da 
administração tópica de CGRP por iontoforese na viabilidade de retalho 
cutâneo randômico em ratos. Foram utilizados 60 ratos submetidos à 
realização de retalho cutâneo randômico e distribuídos igualmente em 
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quatro grupos: (1) grupo controle, simulação; (2) grupo iontoforese 
placebo; (3) grupo controle de absorção, com simulação de estímulo 
elétrico e uso de CGRP; e (4) grupo tratado com iontoforese de CGRP. 
Analisando as áreas de necrose dos retalhos, os autores concluíram que a 
administração tópica de CGRP por iontoforese é eficaz em aumentar a 
viabilidade de retalhos randômicos em ratos. 
 
MISHIMA et al. (2011) estudaram os efeitos do CGRP sobre 
membros isquêmicos de ratos. Para elucidar o papel do CGRP na 
angiogênese durante a isquemia, os autores utilizaram seis ratos não 
produtores de CGRP (RNP) e os compararam a seis ratos produtores de 
CGRP (RP) após provocarem isquemia unilateral em membro posterior por 
ligadura de artéria e veia femorais. Os autores mensuraram os níveis de 
CGRP na pele e em nervos periféricos, assim como o pró-CGRP no corpo 
celular do neurônio do gânglio da raiz dorsal. Eles observaram aumento 
nos níveis de CGRP na pele e nos nervos periféricos, assim como aumento 
nos níveis de pró-CGRP no corpo neuronal durante a isquemia em RP. 
Nesses mesmos ratos, os autores observaram melhor recuperação do fluxo 
sanguíneo em relação aos RNP, demonstrando um importante papel do 
CGRP na angiogênese, além de suas já conhecidas propriedades 
vasodilatadoras. 
 
MISERY (2011) revisou a influência das interações entre sistema 
nervoso periférico e a pele, com enfoque sobre as dermatites atópicas e o 
estresse. A relação anatômica que as terminações nervosas da pele têm com 
certas células podem guardar distância de menos de 300 nanômetros entre 
si e há grande liberação de substâncias neuromoduladoras nesse espaço, o 
que, segundo os autores, tem comportamento de sinapses. A maior parte 
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das substâncias liberadas nesses espaços são NP´s, sendo que a SP pode 
inibir a apresentação de antígenos a linfócitos e o CGRP inibe o contato e 
atrasa reações de hipersensibilidade, o que pode justificar o efeito 
imunossupressor da radiação ultravioleta. Devido a isso, há significativa 
influência do sistema nervoso central em desordens inflamatórias, 
autoimunes e atópicas. Na dermatite atópica há aumento de SP, CGRP e 
VIP, assim como da própria inervação local. E o estresse psicológico do 
indivíduo participa ativamente disso, agravando a reação inflamatória 
através da inflamação neurogênica e degranulação de mastócitos. Os 
autores preconizaram como perspectivas que drogas que inibem a 
inflamação neurogênica e NP´s poderiam oferecer maior controle sobre as 
atopias cutâneas, assim como terapias que alterem o estado psicológico do 
paciente. 
 
3.2 Anestésicos Locais versus Cicatrização e Inflamação Neurogênica 
 
GUPTA (1991) estudou os anestésicos locais (AL´s) do ponto de 
vista estrutural da química orgânica utilizando abordagem matemática de 
QSAR (quantitative structure-activity relationships). Através desses 
cálculos, que consideram as características físicas da droga (pK, pH, força 
iônica, etc), ele corrobora com o fato de que a potência do anestésico está 
relacionada com seu grau de lipossolubilidade. 
 
DRUCKER et al. (1998) estudaram o efeito da lidocaína no processo 
cicatricial em cobaias. Foram utilizados 40 animais em dois grupos: (1) 
grupo controle (n=20); e (2) grupo experimental (n=20), que foram 
submetidos a uma incisão na linha mediana dorsal de quatro centímetros 
após a infiltração de solução salina ou lidocaína 1%. As incisões foram 
 L i t e r a t u r a  | 15 
 
 
suturadas e, após oito dias, uma área de 6 x 2 cm contendo a cicatriz foi 
retirada para testes de força tênsil e análise microscópica de morfometria, 
presença de colágeno, vascularização, edema e quantidade de células 
inflamatórias. Os autores observaram que o grupo injetado com lidocaína 
1% teve menor vascularização (p=0,003) e menor quantidade de fibras de 
colágeno (p<0,001). A força tênsil e as outras variáveis não tiveram 
diferença significante, concluindo-se que a lidocaína a 1% não afeta 
significativamente as propriedades físicas da pele em cicatrização, apesar 
das diferenças histológicas observadas. 
 
FREDMAN et al. (2000) estudaram a eficácia da instilação direta de 
ropivacaína na cicatriz cirúrgica de cesarianas no pós-operatório imediato. 
Foram incluídas 50 parturientes submetidas à cesariana que no pós-
operatório tiveram um cateter epidural posicionado acima da fáscia no 
centro da cicatriz cirúrgica. Foram avaliados dois grupos pelas primeiras 
seis horas pós-operatórias: (1) grupo controle, com água estéril; e (2) grupo 
experimental com ropivacaína 0,2% (RVC). As pacientes podiam pedir 
morfina de "resgate", caso quisessem. O grupo experimental pediu menor 
quantidade de morfina de "resgate" e teve melhor score de dor do que o 
grupo controle, demonstrando que a instilação de RVC no pós-parto é 
eficiente na profilaxia da dor. 
 
DAHL & RAEDER (2000) fizeram estudo sobre as possibilidades de 
analgesia pós-operatória sem opioides. Entre as opções avaliadas, os 
autores ressaltam que o uso de anestésicos locais, na forma de bloqueio 
regional ou injeção no ferimento, tem mostrado importância, sobretudo, 
devido ao baixo custo e boa eficiência que levam o paciente a uma 
recuperação mais rápida, causando menores custos hospitalares. 
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BROWER & JOHNSON (2003) elaboraram um artigo relacionando 
os efeitos adversos da injeção de AL’s sobre a cicatrização de feridas 
segundo a literatura. Os autores ressaltaram as dificuldades em se mensurar 
os efeitos deletérios dos AL’s sobre o resultado final da cicatriz, já que a 
maioria dos trabalhos não relata alterações cicatriciais. No entanto, 
criticaram os trabalhos de literatura que avaliam a cicatriz apenas com 
parâmetros macroscópicos tardios e não avaliam as alterações morfológicas 
mais iniciais. Por isso, os autores avaliaram trabalhos que demonstram que 
os AL’s sobre a cicatrização causam, em animais, uma redução da força 
tênsil da cicatriz, redução da síntese de colágeno, aumento do tempo de 
cicatrização, aumento das taxas de infecção, diminuição da quantidade de 
fibras de colágeno e redução da vascularização da cicatriz. Sendo assim, os 
autores sugeriram que os AL´s podem inibir as primeiras duas fases da 
cicatrização, a inflamatória e a proliferativa, mas não há dados suficientes 
que demonstrem um atraso ou prejuízo morfológico no resultado final da 
cicatriz. 
 
DIAS et al. (2008) estudaram o efeito da lidocaína (0,5% e 2%), 
levobupivacaína (0,125% e 0,75%) e ropivacaína (0,2% e 0,75%) sobre a 
vasodilatação cutânea (flare) após a injeção de SP e bradicinina na pele de 
humanos. Apoiados nas premissas de que os anestésicos locais tem efeito 
anti-inflamatório potente e inibem a sinalização dos receptores desses 
neuropeptídeos, os autores fizeram um estudo duplo-cego com dez 
voluntários masculinos entre 19 e 24 anos, que se submeteram a injeções de 
substâncias na face volar média do antebraço e à medição do eritema por 
laser Doppler. As substâncias se baseavam em bradicinina e SP, tanto 
sozinhas como em combinação com AL’s dos três tipos citados, em 
concentrações analgésicas e anestésicas. Foi observada redução 
 L i t e r a t u r a  | 17 
 
 
significativa do flare com o uso de AL’s. Não houve diferença entre os 
tipos de anestésicos mas houve diferença em relação às doses analgésicas e 
anestésicas, pois quanto maior a dose (nível anestésico), menor o eritema 
observado. Os autores especularam que os principais motivos desse 
resultado sejam que: (1) os AL’s inibem a sinalização desses 
neuropeptídeos com seus receptores, inibindo a liberação de substâncias 
vasodilatadoras; e que (2) os AL’s inibem a liberação de histamina dos 
mastócitos, o que poderia suprimir a inflamação e prevenir hiperalgesia 
pós-operatória. 
 
LEFFLER et al. (2008) estudaram a influência dos AL´s sobre 
receptores da família de canais TRP (transient receptor potential), 
chamados TRPV1 e TRPA1, em neurônios sensitivos de ratos. Os autores 
prepararam as patas traseiras de ratos para a realização e obtenção de 
retalhos cutâneos e nervos ciáticos, clampeados com anéis de acrílico, e 
incubaram esses tecidos por cinco minutos em solução controle e soluções 
contendo os AL´s lidocaína, procaína, tetracaína e mepivacaína. Eles 
demonstraram que a lidocaína foi capaz de ativar os receptores TRPV1 e 
TRPA1 em neurônios do gânglio da raiz dorsal e provocar a liberação de 
CGRP por ativação do TRPV1. Os autores demonstraram que esses dois 
receptores seriam como elementos-chave na atuação de AL´s sobre a IN e 
também sobre sua neurotoxicidade. 
 
CAVIEDES-BUCHELI et al. (2009) quantificaram o efeito da 
infiltração de diferentes vasoconstritores e anestésicos locais sobre a 
expressão de SP em polpas dentárias humanas saudáveis. Foram escolhidas 
30 polpas dentárias saudáveis, de pacientes entre 18 e 30 anos, divididos 
em três grupos: (1) o grupo lidocaína 2% com epinefrina 1:80.000; (2) o 
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grupo prilocaína 3% com felipressina 1:200.000 e (3) o grupo prilocaína 
4% sem vasoconstritor. Os dentes foram extraídos (estímulo nociceptivo) 
dez minutos após a injeção das drogas, congelados e enviados para 
radioimunoensaio (RIE). A quantidade de SP foi menor no grupo lidocaína 
em relação à prilocaína sem vasoconstritor (p<0,01). Os autores discutiram 
que a redução dos níveis de SP no grupo lidocaína poderia ser devido ao 
vasoconstritor ou ao tipo de anestésico local, e futuros trabalhos seriam 
necessários para elucidar isso. 
 
BEAUSSIER et al. (2012) estudaram o grau de adesão à injeção da 
cicatriz cirúrgica com AL no território francês. Os autores enviaram 
questionário validado para as 375 maiores instituições daquele país com 36 
itens questionando a maneira de administração, tipos de anestésicos 
utilizados, limitações observadas e prática de injeção em dose única ou 
contínua. Apenas 32% das instituições responderam, sendo que 85% destas 
incluíam o uso de injeção local na cicatriz cirúrgica no pós-operatório 
imediato em mais de 50% das cirurgias. Os autores observaram que a 
injeção em dose única logo após o término da cirurgia foi de 58% enquanto 
a injeção contínua, com cateter multiperfurado e bomba injetora, foi de 
18%. Os autores concluíram que a analgesia pós-operatória com AL´s é 
uma prática cuja aceitação pelo meio médico francês é bem estabelecida 
atualmente. 
 
3.3 Outros fármacos e meios físicos versus Inflamação Neurogênica 
 
RAJKOVIC, MATAVULJ, JOHANSSON (2005) investigaram os 
efeitos de campos magnéticos de baixa frequência (CMBF) sobre células 
da pele e da tireoide, inclusive fibras nervosas cutâneas, quanto à secreção 
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de SP e CGRP, entre outras substâncias. Foram formados dois grupos com 
12 ratos cada, sendo um grupo experimental, exposto ao CMBF por um 
mês, e um grupo controle. Ao final do experimento, amostras de pele total 
da região dorsal interescapular foram retiradas e enviadas para imuno-
histoquímica com estereologia (método histológico de quantificação do 
todo por amostragem). As fibras nervosas de SP e CGRP se concentravam 
na epiderme e na metade superior da derme. Quanto à presença de SP, o 
grupo experimental apresentou menor secreção de SP, no entanto sem 
significância estatística (p=0,95). Quanto ao CGRP, o grupo experimental 
apresentou tendência de maior secreção de CGRP (p=0,64). 
 
ROOK & MCCARSON (2007) observaram a influência da morfina 
tópica sobre a cicatrização em ratos. Foram utilizados 90 ratos em 15 
grupos, que foram submetidos a uma lesão cutânea em região periescapular 
de dorso com punch de quatro milímetros e depois foram tratados com uma 
combinação de substâncias, onde só as relevantes a esse estudo serão 
descritas a seguir. As lesões foram registradas, diariamente, com fotos 
digitais por até 14 dias para averiguar sua contração. Comparado ao grupo 
controle, o grupo tratado com morfina apresentou um atraso geral na 
contração cicatricial de forma dose-dependente. A aplicação tópica de 
antagonistas dos receptores NK-1 e NK-2 tiveram efeitos similares ao uso 
da morfina, sugerindo que opioides impedem o fechamento da lesão ao 
inibirem a secreção de SP e neurocinina-A (NKA). Nenhum atraso na 
contração cicatricial foi observada nos grupos tratados com morfina 
combinada a SP ou NKA, demonstrando a habilidade de cada NP em 
atenuar os efeitos da morfina. O grupo tratado apenas com SP mostrou 
aceleração da contração cicatricial. Os autores afirmaram que a morfina 
promove analgesia tópica inibindo o potencial de ação dos nervos locais, o 
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que bloquearia a secreção retrógrada de importantes neuropeptídeos pró-
inflamatórios, como SP e NKA. A ausência desses últimos promoveria um 
atraso no processo cicatricial, sobretudo devido ao atraso na contração da 
cicatriz nos primeiros dias. 
 
FUJII, SENGOKU, TAKAKURA (2010) estudaram a ação de 
corticoides tópicos sobre a liberação de SP e NGF. Corticoides tópicos 
podem causar dermatite atópica com sintomas de coceira local. Os autores 
aplicaram sobre as orelhas de ratos três combinações de drogas: (1) um 
corticoide tópico (n=8), (2) um irritante químico (2,4-dinitroXuorobenzene 
ou DNFB) (n=8) e (3) um irritante químico (DNFB) depois de uma semana 
de tratamento local com corticoide tópico (n=8). Houve também um quarto 
grupo onde foi feita a administração oral de betametasona 1mg/kg/dia por 
sete dias. Assim, foi detectado um aumento significante da quantidade de 
excursões do membro pélvico com intuito de coçar no grupo (3) em relação 
aos grupos (1) e (2) (p<0,01), por 120 minutos após o experimento. A 
orelha dos ratos foi submetida à análise com ELISA para quantificação de 
SP e NGF, mostrando aumento significante dessas substâncias no grupo (3) 
em relação ao grupo (2). A administração oral de corticoides não foi 
associada a um aumento de SP e NGF. Os autores sugeriram que a 
aplicação tópica repetida de corticoides pode aumentar a coceira causada 
por irritantes químicos através de um aumento dos níveis de SP e NGF, o 
que explicaria a exacerbação de dermatite atópica após uso inapropriado de 
corticoides tópicos. 
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4. MÉTODOS 
 
4.1 Desenho de pesquisa 
 
Esta pesquisa é um estudo primário, experimental, analítico, 
prospectivo, controlado e unicego. Foi aprovado pelo Comitê de Ética e 
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) sob 
número 1537/09 (Apêndice 1). 
 
4.2 Amostra 
 
A amostra contou com 28 ratos Wistar-EPM (Rattus norvegicus) 
adultos, machos, com peso entre 250 e 350g, oriundos do Biotério Central 
do Centro de Desenvolvimento de Medicina Experimental (CEDEME) da 
escola Paulista de Medicina - Universidade Federal de São Paulo 
(EPM/UNIFESP). Os procedimentos cirúrgicos experimentais foram 
realizados no laboratório de Cirurgia Experimental do Departamento de 
Cirurgia pela Disciplina de Cirurgia Plástica da UNIFESP (Prof.ª Titular 
Lydia Masako Ferreira). Os animais foram confinados em biotério, em 
gaiolas individuais de plástico, com tampa metálica própria para dispor o 
recipiente com água e ração comercial, consumidas ad libitum. O ambiente 
foi mantido, por meio de dispositivos eletrônicos, a uma temperatura 
constante de 22 graus Celsius com variação de 1 grau para mais ou para 
menos (22±1ºC), manutenção do grau de umidade e de um período 
controlado de 12 horas de luz. Os animais tiveram um período de uma 
semana para ambientação antes da manipulação experimental. 
M é t o d o s  | 23 
 
 
 
4.3 Delineamento Experimental 
 
Os animais foram distribuídos aleatoriamente (www. 
randomization.com) em quatro grupos de sete ratos cada um (Apêndice 2). 
Foi realizada uma injeção no dorso de cada animal com a substância ativa a 
ser analisada, como segue: 
• Grupo C: solução de NaCL a 0,9%. 
• Grupo L: lidocaína (LDC) 2%. 
• Grupo B: bupivacaína (BVC) 0,5%. 
• Grupo R: ropivacaína (RVC) 0,75%. 
 
4.4 Preparo dos animais 
 
Os animais foram submetidos à anestesia geral por via intramuscular 
no membro pélvico esquerdo, utilizando-se cloridrato de xilazina e 
quetamina (uso veterinário), misturados na proporção de 1:2, 
respectivamente, e injetados 1ml/kg. Após a indução anestésica, os animais 
foram dispostos em decúbito ventral e foi realizada epilação do dorso com 
tricótomo elétrico (WAHL®)(Anexo 1).  
Foram demarcados dois pontos localizados na linha mediana dorsal 
do rato. O ponto P1 foi localizado na intersecção de uma linha transversa 
tangente aos ângulos inferiores das escápulas e a linha mediana dorsal. O 
ponto P2 foi localizado 2,0 cm mais caudal. Foi definida a projeção de um 
segmento de reta com 2,0 cm entre os dois pontos (P1 e P2) sobre a linha 
mediana dorsal, tratada, daqui por diante, simplesmente como reta “A”. 
Apenas os dois pontos foram marcados com caneta dermográfica, de modo 
que a reta "A" não contenha a tinta da caneta (Figura 1). 
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Figura 1. Marcação dos pontos 
originando o trajeto a ser 
injetado com as substâncias 
testadas. 
Dorso de rato epilado (escápulas 
em amarelo). Marcação de P1 na 
intersecção da linha mediana do 
dorso do rato com uma linha 
transversa aos ângulos das 
escápulas. Marcação de P2 sobre a 
linha mediana do dorso do rato, 2,0 
cm mais caudal a P1. Reta “A” 
definida como a projeção de um 
segmento de reta entre os pontos 
marcados, mas sem pigmentação 
com a tinta da caneta 
dermográfica.  
  
•  P1 
 
 
 
P2 •  
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4.5 Aplicação dos anestésicos locais 
 
Em cada grupo, utilizando-se uma agulha 20G (30 mm x 0,8 mm, 
BD® Precision Glide), foi injetada a solução em análise no tecido 
subdérmico, tangente ao Panniculus carnosus (panículo carnoso), da reta 
“A”, por meio de uma punção na extremidade caudal da mesma (P2) e 
dispondo a agulha até a extremidade cranial (P1). A injeção foi realizada 
num movimento de retirada crânio-caudal progressivo, injetando 0,5 ml a 
cada 0,5 cm. No grupo (C) foram utilizados 2,0 ml de solução salina a 
0,9%; no grupo (L) foram utilizados 2,0 ml de LDC 2%; no grupo (B) 
foram utilizados 2,0 ml de BVC 0,5%; e no grupo (R) foram utilizados 2,0 
ml de RVC 0,75%. 
 
4.6 Técnica operatória 
 
Foi realizada uma incisão ao longo da reta “A” em cada animal por 
meio de bisturi com lâmina n° 15 em sentido crânio-caudal. A incisão 
incluiu a pele e o Panniculus carnosus até acima da fáscia muscular. 
Os ratos foram imediatamente submetidos à morte assistida indolor 
por meio de uma hiperdosagem da mistura anestésica (cinco vezes a dose 
posológica), seguida de secção dos grandes vasos cervicais. 
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4.7 Obtenção e preparo das amostras de pele 
 
O rato, já sem vida, foi firmemente seguro nas suas extremidades 
caudal e cranial do tronco, arqueando-o de modo a manter a pele do dorso 
esticada e expor a região onde a incisão foi realizada. 
Utilizando-se um dermátomo elétrico Padgett® (Anexo 2), foi 
retirado um fragmento “B” de pele parcial do dorso do rato, com 
espessura de 500μm, contendo a reta “A” no centro de uma área com no 
mínimo 2,0 cm de largura (Figuras 2, 3, 4A e 4B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Exposição do dorso do rato para retirada de 
fragmento de pele parcial contendo a incisão na pele. 
Pesquisador segurando firmemente o tronco do rato já morto, 
arqueando-o levemente, com suas mãos apoiadas sobre uma 
superfície estável e mantendo a pele do dorso esticada com os 
dedos. O fragmento de pele "B" (verde) deve ter lados com uma 
extensão mínima de 2,0 cm e distância mínima de 1,0 cm da reta 
"A" incisada (vermelho). 
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4.8 Extração de Proteínas e Western blotting (WB) 
 
O WB foi usado para quantificação de SP e CGRP nas amostras 
retiradas. O kit para avaliação de CGRP provê anticorpos para pró-CGRP e 
CGRP (forma ativa) e ambos serão testados. 
As amostras retiradas de cada animal foram homogeneizadas em 
solução tampão para extração da proteína total. Primeiramente, as amostras 
foram lisadas e homogeneizadas, com auxílio de um homogeneizador, 
utilizando-se 350µL de tampão de lise constituído de NP40 (1%), 
deoxicolato de sódio (0,5%), SDS (1%), EDTA (1mmol/L), EGTA 
(1mmol/L) e coquetel inibidor de proteases (Sigma, 1%) em PBS (Ph 7,4). 
Após a homogeneização, os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm 
durante 20 minutos a 4ºC, o sobrenadante foi obtido e a quantidade de 
proteína foi determinada usando o método de Bradford (BRADFORD, 
1976). 
As amostras foram diluídas em tampão de lise a fim de se obter 
quantidade de 60µg em 25µL, que foram desnaturadas à 100ºC durante 3 
minutos e aplicadas às canaletas do gel de poliacrilamida a 12% para 
fracionamento. Em um dos poços da placa, foram aplicados 5µL de 
marcador de peso molecular (Kaleidoscope, pré-corado, Bio-Rad, EUA). O 
tampão de corrida foi preparado com Trizma® (25mmol/L), glicina 
(0,2mol/L) e SDS (0,1%), as proteínas foram separadas através de 
aplicação de 100 volts durante 1 hora e 30 minutos. 
Após a “corrida”, as proteínas foram transferidas para membrana de 
PVDF (Bio-Rad) utilizando tampão de transferência gelado contendo 
Trizma®  (25mmol/L), glicina (0,2mol/L) e metanol (10%) durante 1 hora 
a 100V. 
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A membrana foi então incubada com solução de bloqueio dos sítios 
não ocupados durante 15 minutos à temperatura ambiente. A solução de 
bloqueio foi constituída à base de leite (10%) em TBS-T (tampão 
Trizma®-salina com Tween-20 a 0,05%). Após este bloqueio, as 
membranas foram incubadas com os anticorpos primários: anticorpo 
policlonal anti-SP feito em cabra (1/100, Santa Cruz) e anticorpo policlonal 
anti-CGRP feito em coelho (1/300, Sigma) diluídos todos em leite (3%) em 
TBS-T, durante 24 horas à 4ºC sob agitação constante. Após esta 
incubação, as membranas foram lavadas por duas vezes em TBS-T por dez 
minutos e incubadas com o anticorpo secundário anticabra (1/2000, GE) e 
anticoelho (1/10.000, GE) conjugados a uma peroxidase (HRP-conjugado), 
diluídos em leite (3%) em TBS-T e incubados durante 1 hora em 
temperatura ambiente. 
Após a incubação com os anticorpos secundários, as membranas 
foram lavadas por duas vezes com TBS-T e uma vez com TBS durante dez 
minutos cada. A reação aconteceu através de incubação com reagente 
quimioluminescente (Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus, 
ECL kit, Perkinelmer, EUA) durante exatamente um minuto. As 
membranas foram expostas a filme sensível a quimioluminescência 
(Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences) durante o período de 30 
segundos a cinco minutos, segundo orientação do fabricante para cada 
anticorpo, e revelados. 
Após revelação dos filmes, as membranas foram lavadas e 
submetidas à nova marcação com anticorpo contra a beta-actina, uma 
proteína, a fim de normalizar os valores proteicos. Para isso, as membranas 
foram incubadas com anticorpo primário contra βIII-tubulin diluído a 
1:30.000 (Sigma, EUA) em TBS-T contendo BSA a 1% durante uma hora 
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em temperatura ambiente seguida de duas lavagens com TBS-T por dez 
minutos cada e de incubação, por 45 minutos à temperatura ambiente, com 
o anticorpo secundário (anticoelho, HRP conjugado, Amersham) diluído a 
1/10.000 em TBS-T com BSA 1%. Após estas incubações, as membranas 
foram lavadas como descrito anteriormente, seguidas da reação e revelação 
do filme. Os filmes foram quantificados através de densitometria óptica 
usando um sistema de análise de imagens (CHADI et al., 2008; ALVES et 
al., 2011). 
 
4.9 Análise estatística 
 
As quantidades de SP e CGRP nas amostras de pele foram obtidas 
em unidades de valores arbitrários, apresentadas como média, erro- padrão 
e valores máximos e mínimos. Os dados foram testados quanto à sua 
distribuição normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (Apêndice 3). 
Todos os dados foram avaliados em seu conjunto por análise de variância 
(ANOVA) para se detectar diferenças estatisticamente significantes. Os 
grupos também foram avaliados aos pares utilizando-se o teste de Tukey 
para estabelecer diferenças entre cada grupo. Fixou-se p<0,05, ou 5% o 
nível de rejeição da hipótese de nulidade, para a comprovação dos 
objetivos levantados neste trabalho. 
Visando encontrar diferença de pelo menos dois desvios-padrão (DP) 
entre os grupos com poder de 80% e confiança de 95%, a amostra 
necessária para realização do estudo é de 7 ratos em cada grupo. 
O cálculo da amostra foi realizado com base na comparação dos 
grupos com uso de ANOVA. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. RESULTADOS 
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5. RESULTADOS 
 
A lidocaína e a ropivacaína reduziram a quantidade de SP na pele de 
ratos em relação ao grupo de animais controle e que receberam a 
bupivacaína. O teste de ANOVA resultou em p=0,0021. A comparação 
pareada pelo teste de Tukey mostrou diferença estatística (p<0,05) entre os 
grupos (C) e (L); grupos (C) e (R); grupos (B) e (L); e grupos (B) e (R). A 
quantificação de SP na pele incisada de ratos é mostrada nas Tabelas 1 e 2 
e nos Apêndices 4 e 5. 
Todos os grupos foram capazes de inibir a presença de pró-CGRP na 
pele de ratos em relação ao grupo controle, e não houve diferença entre os 
grupos. O teste de ANOVA mostrou p=0,0073. A comparação pareada pelo 
teste de Tukey mostrou diferença estatística (p<0,05) entre os grupos (C) e 
(L); grupos (C) e (B); e grupos (C) e (R). A quantificação de pró-CGRP na 
pele incisada de ratos é mostrada nas Tabelas 1 e 2 e nos Apêndices 6 e 7. 
Nenhum grupo foi capaz de inibir a presença de CGRP na pele de 
ratos em relação ao grupo controle e não houve diferença entre os grupos. 
O teste de ANOVA mostrou p=0,8123, portanto não foi realizado o teste de 
Tukey. A quantificação de CGRP na pele incisada de ratos é mostrada na 
Tabela 1 e nos Apêndices 8 e 9. 
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Tabela 1. Valores da quantificação de pró-CGRP, SP e CGRP para 
cada grupo, submetidos a teste de ANOVA. 
 
Descrição da quantificação de neuropeptídeos cutâneos para cada grupo, 
seguido de significância estatística segundo teste de ANOVA. A SP e o 
pró-CGRP apresentaram diferença estatisticamente significativa entre seus 
grupos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Variável Grupo Média DP Mediana Mínimo Máximo N P 
C 2,668 0,544 2,685 2,010 3,507 7
L 1,932 0,201 1,860 1,723 2,290 7
B 1,983 0,523 1,904 1,343 2,619 7
R 1,940 0,362 2,048 1,433 2,291 7
C 0,450 0,133 0,450 0,295 0,659 7
L 0,216 0,099 0,247 0,103 0,376 7
B 0,427 0,190 0,444 0,182 0,665 6
R 0,231 0,057 0,238 0,147 0,312 7
C 1,611 0,768 1,423 0,841 2,897 7
L 1,323 0,766 1,122 0,641 2,900 7
B 1,556 0,696 1,138 0,968 2,617 7
R 1,326 0,595 1,233 0,733 2,551 7
0,009
0,002
0,812
pró-CGRP- 
15kda 
SP 
CGRP-forma 
ativa-5kda  
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Tabela 2. Valores da quantificação de pró-CGRP e SP, submetidos a 
teste de Tukey. 
 
Resultado das comparações múltiplas pareadas de Tukey para SP e pró-
CGRP. Quanto à SP, o grupo L e o grupo R apresentaram redução desse 
NP nas amostras em relação ao grupo C e ao grupo B, sem diferença entre 
si, enquanto o grupo B não apresentou redução da quantidade de SP em 
relação ao grupo C. Quanto ao pró-CGRP, todos os grupos apresentaram 
diminuição da quantidade dessa substância em relação ao grupo C, sem 
diferença entre si.  
 
Inferior Superior 
C L 0,736 0,230 0,019 0,101 1,370
C B 0,685 0,230 0,031 0,051 1,320
C R 0,728 0,230 0,020 0,094 1,363
L B -0,051 0,230 0,996 -0,685 0,584
L R -0,007 0,230 >0,999 -0,642 0,627
B R 0,043 0,230 0,998 -0,591 0,678
C L 0,234 0,067 0,010 0,048 0,421
C B 0,023 0,070 0,987 -0,171 0,217
C R 0,219 0,067 0,017 0,033 0,405
L B -0,211 0,070 0,029 -0,405 -0,017
L R -0,015 0,067 0,996 -0,202 0,171
B R 0,196 0,070 0,047 0,002 0,390
p IC (95%)
pró-CGRP-
15kda
SP
Variável Comparação Diferença 
média 
Erro 
padrão
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6. DISCUSSÃO 
 
A anestesia local tem sido empregada amplamente na prática médica 
e odontológica devido ao seu baixo custo, eficiência farmacológica, 
segurança posológica e praticidade clínica. Com isso em vista, o uso dos 
anestésicos locais (AL´s) disseminou-se pelo mundo como método eficaz 
de anestesia e analgesia pós-operatória, visando menos efeitos colaterais 
em relação a bloqueios centrais e regionais e buscando alta hospitalar mais 
precoce, com redução dos custos hospitalares tão onerosos aos sistemas de 
saúde de todo o mundo.  
DAHL & RAEDER, em 2000, fizeram um levantamento de opções 
de analgesia pós-operatória sem opioides, já que esses últimos exigem 
administração mais cuidadosa e tem efeitos colaterais importantes, e 
acharam que os AL´s tem uma das melhores relações de custo-benefício. 
Em 2000, FREDMAN et al. já haviam demonstrado que a injeção pós-
operatória no local da incisão é de grande eficiência e garantiu menor score 
de dor entre os pacientes, além de poupar o uso de maiores quantidades de 
opioides. No entanto, havia dúvidas quanto à aceitação generalizada dessa 
prática pelos estabelecimentos hospitalares, sobretudo devido a certa 
resistência no uso de bombas de instilação de anestésicos através de 
cateteres dentro da incisão cirúrgica. Mas BEAUSSIER et al., em 2012, 
fizeram um levantamento entre 375 instituições de saúde de toda a França e 
constataram que 85% delas faziam infiltração local na cicatriz cirúrgica 
para reduzir o tempo de internação hospitalar e que, apesar de certa 
resistência nessa prática, ela estava se tornando gradualmente mais 
disseminada. 
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Desde CHVAPIL et al., em 1979, a literatura é farta de trabalhos 
demonstrando que os AL´s influenciam no processo cicatricial (CHVAPIL 
et al., 1979; MORRIS & APPLEBY, 1980; VASSEUR et al., 1984; 
DAVIES, GUYURON, HUSAMI, 1991; MADHUCHANDRA, BHAT, 
RAMESH, 1991; POWELL et al., 1991; DRUCKER et al., 1998), 
sobretudo nas fases mais iniciais da cicatrização. Em 2003, BROWER & 
JOHNSON avaliaram importantes estudos in vivo e in vitro que 
demonstravam alterações morfológicas importantes nas fases inflamatória e 
proliferativa da cicatrização, como redução da força de quebra da cicatriz, 
redução da síntese de colágeno, aumento do tempo de cicatrização, 
aumento das taxas de infecção, diminuição da quantidade de fibras de 
colágeno e redução da vascularização da cicatriz. Não ficaram 
demonstradas alterações significantes no aspecto final da cicatriz, o que 
pode significar: (1) que os anestésicos não prejudicam a fase de 
remodelagem e qualquer atraso nas fases iniciais é compensado nesta 
última; ou então (2) que a metodologia dos estudos até o presente não foi 
capaz de detectar as sequelas morfológicas e funcionais que um retardo 
inicial pode causar. 
A cicatrização cutânea consiste em um processo complexo 
envolvendo inflamação, epitelização, angiogênese, formação de tecido de 
granulação e deposição de matriz intersticial realizados por diferentes tipos 
de células, como queratinócitos, fibroblastos, células inflamatórias e 
endoteliais (BROWER & JOHNSON, 2003). A inflamação neurogênica 
(IN) é o primeiro conjunto de eventos na fase inflamatória e, portanto, no 
processo cicatricial.  
CAVIEDES-BUCHELI et al., em 2008, apontaram diversos 
estímulos que disparam a IN como: calor, lesões tópicas, agentes irritantes, 
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alérgenos, luz ultravioleta e agentes microbianos. Segundo ZEGARSKA, 
LELINSKA, TYRAKOWSKI, em 2006, o estresse mecânico também 
estimula as fibras sensitivas da pele, que levam um impulso para 
processamento medular mas também desencadeia um reflexo axonal com 
estimulação antidrômica dos nervos sensitivos ao redor do estímulo inicial, 
levando à liberação de neuropeptídeos (NP´s) pelas terminações nervosas 
livres da pele, incluindo a substância P (SP) e o CGRP (calcitonin gene-
related peptide), ambos essencialmente pró-inflamatórios, apesar do CGRP 
ter também algumas atividades anti-inflamatórias e imunossupressoras 
(ROOSTERMAN et al., 2006). Os NP´s iniciam uma cadeia de eventos em 
cascata, iniciando processos inflamatórios, imunológicos e sensoriais (dor, 
prurido e vasodilatação ou flare). A partir daí, diversas células com 
receptores específicos aos NP´s são ativadas, como mastócitos, 
queratinócitos, fibroblastos, melanócitos, neutrófilos, linfócitos, entre 
outros e uma diversidade de fatores são liberados como histamina, TNF-α, 
prostaglandinas, leucotrienos, interleucinas, além de iniciar a quimiotaxia 
de células imunomoduladoras (CAVIEDES-BUCHELI et al., 2008).  
Os eventos da IN têm influência direta na cicatrização normal 
(ESTEVES JUNIOR et al., 2009), mas há fortes indícios de que estejam 
envolvidas também nas cicatrizes hipertróficas (LIANG et al., 2004; 
AKAISHI, OGAWA, HYAKUSOKU, 2008; HOCHMAN et al., 2008) e 
em várias doenças cutâneas como psoríase (ZEGARSKA, LELINSKA, 
TYRAKOWSKI, 2006), dermatite atópica (FUJII, SENGOKU, 
TAKAKURA, 2010; MISERY, 2011), e dermatite de contato (PAVLOVIC 
et al., 2011). Outros autores também apontam que falhas nas vias iniciais 
da IN podem levar a um atraso no ritmo e na qualidade da própria 
D i s c u s s ã o  | 40 
 
 
cicatrização (SMITH & LIU, 2002; DELGADO, MCMANUS, 
CHAMBERS, 2005; ROOK & MCCARSON, 2007). 
Essas indagações nortearam o presente estudo, que buscou averiguar, 
de maneira direta, se os AL´s seriam capazes de inibir a liberação de NP´s 
na pele na sua fase mais incipiente do processo cicatricial (na inflamação 
neurogênica), e se haveria alguma diferença no grau de inibição entre os 
mesmos, visto que cada AL tem potência e durabilidade diferentes. 
O modelo adotado foi com ratos Wistar, para que o trabalho seja 
comparável com outros trabalhos da literatura que adotam o mesmo 
modelo (WALLENGREN, CHEN, SUNDLER, 1999; SMITH & LIU, 
2002; DELGADO, MCMANUS, CHAMBERS, 2005; ESTEVES JUNIOR 
et al., 2009; MISHIMA et al., 2011). Outros animais de pequeno porte, 
como cobaia, coelho e hamster, também podem ser adotados, mas todos 
enfrentam o mesmo problema: a cicatrização rápida e eficiente não é igual 
à de humanos (DRUCKER et al., 1998). Como mencionam BROWER & 
JOHNSON em 2003, há dificuldade em se estudar cicatrização em 
humanos pelos obstáculos éticos em se remover amostras da cicatriz para 
análise, sobretudo em pacientes sem doenças cicatriciais.  
DRUCKER et al., em 1998, utilizaram modelo animal com cobaias e 
incisões na linha mediana do dorso após injeção de solução salina a 0,9%, 
assim como no presente estudo. No entanto, os autores efetuaram a sutura 
da incisão para realizar testes mecânicos sobre a cicatriz além da análise 
morfológica. Suturas na incisão são um viés por si só, já que há liberação 
de substâncias inflamatórias no local da passagem do fio (estímulo 
nociceptivo) que poderiam alterar a avaliação ao microscópio e a 
quantificação ao Western blotting (WB). Além disso, a amostra de pele do 
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trabalho desses autores foi retirada em pele total, por dissecção manual, o 
que acaba gerando amostras com volumes diferentes de tecido subcutâneo.  
No presente estudo, optou-se pelo uso de um dermátomo elétrico 
para que a espessura de pele fosse sempre constante e não gerasse amostras 
de maior volume do que outras, e, tampouco, viesse inadvertidamente 
acompanhada de tecido subcutâneo ou panículo carnoso. Não foram 
encontrados na literatura estudos que utilizassem a mesma forma 
padronizada de retirada de pele, o que poderia gerar quantidades diferentes 
de substâncias inflamatórias. 
O WB utilizado neste trabalho é um método que quantifica as 
proteínas marcadas de toda a amostra retirada, portanto, tais amostras têm 
que ter volumes homogêneos e padronizados. A espessura total da pele do 
rato no dorso fica entre 900 e 1000µm e os folículos pilosos são abundantes 
em profundidade maior que 500µm, como mostraram RAJKOVIC, 
MATAVULJ, JOHANSSON, em 2005. Os mesmos autores já apontaram 
que as terminações nervosas se concentravam na epiderme e na metade 
superior da derme e que os folículos pilosos, por serem ricamente 
inervados e abundantes em NP´s, poderiam mascarar a análise de eventos 
mais sutis na superfície da pele. Por isso, optou-se pela espessura parcial 
constante de 500µm. DELGADO, MCMANUS, CHAMBERS, em 2005, 
enfatizaram um modelo animal, onde eles utilizam um laser de CO2 para 
realizar uma lesão na pele eliminando aproximadamente 50% da camada 
mais superficial para avaliar os efeitos de SP na cicatrização. Apesar de 
obter uma profundidade padronizada para estudo, a metade mais profunda 
da pele não é o melhor local para avaliar a resposta cicatricial ou as 
alterações provocadas pela SP, já que contém diferentes quantidades de 
terminações nervosas relacionadas a glândulas e folículos pilosos. Todos 
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esses apêndices cutâneos liberando NP´s “inundariam” as amostras de pele 
com SP e CGRP, mascarando as quantidades de NP´s realmente oriundas 
das terminações nervosas livres, que são objeto desse estudo. 
Para que as dimensões das amostras fossem semelhantes, um punch 
cutâneo foi usado compreendendo as duas margens da reta “A”. 
Considerando que todo o fenômeno analisado acontecia num pequeno 
espaço, um diâmetro de oito milímetros de área com a reta “A” 
atravessando seu centro foi suficiente, já que essa era a origem do estímulo 
para liberação de NP´s. 
Outras peculiaridades tiveram que ser suplantadas para a perfeita 
adequação do método. Os neuropeptídeos têm estrutura molecular frágil, 
são facilmente liberados pelas terminações nervosas e têm padrão de 
disponibilidade na pele e internalização celular pouco estudadas (BRAIN & 
CAMBRIDGE, 1996; WEIDNER et al., 2000). 
A epilação poderia liberar NP´s cutâneos, já que a retirada de pelos, 
seja qual for o método, também implica em microtraumas na pele do rato. 
Não há na literatura estudos que determinem o tempo de degradação dos 
neuropeptídeos no interstício da pele e foi necessário determinar em quanto 
tempo essas substâncias voltam às concentrações fisiológicas na pele após 
uma epilação. Em estudo piloto, detectou-se que a SP e o CGRP voltam aos 
valores basais em um mínimo de 30 minutos após estímulo único. Sendo 
assim, estabeleceu-se um tempo de 30 minutos como padrão para se iniciar 
o experimento após a epilação, quando as concentrações de ambos os 
neuropeptídeos já estivessem comprovadamente em níveis fisiológicos. 
Nem DRUCKER et al., em 1998, nem RAJKOVIC, MATAVULJ, 
JOHANSSON, em 2005, aguardaram algum período após a epilação, o que 
poderia representar viés na quantificação de NP´s na pele.  
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A potência dos AL´s está relacionada, primariamente, a seu grau de 
lipossolubilidade (GUPTA, 1991). A lidocaína (LDC) é um anestésico de 
potência moderada, duração de uma a três horas e início do bloqueio 
nervoso de um a três minutos (THOMSON et al., 1987). A bupivacaína 
(BVC) é um anestésico de alta potência, duração de três a nove horas e 
início do bloqueio nervoso de um a dez minutos (GUPTA, 1991). A 
ropivacaína (RVC) tem estrutura semelhante à BVC, alta potência, duração 
de cinco a oito horas e início do bloqueio nervoso de 15 a 30 minutos, além 
de baixa toxicidade e ação discretamente vasoconstritora (MCCLURE, 
1996; ARLANDER et al., 1998; FREDMAN et al., 2000). Os tempos de 
início de ação e duração dos três AL´s seriam outro importante argumento 
a favor de se esperar 30 minutos após a epilação, pois, nesse momento, há 
maior garantia de que todos os AL´s testados estariam com bloqueio 
nervoso ativo e interferindo potencialmente na liberação dos NP´s. 
As concentrações dos AL´s foram estabelecidas em 2% para a 
lidocaína, 0,5% para a bupivacaína e 0,75% para a ropivacaína. Essas 
concentrações foram adotadas seguindo alguns critérios. Primeiro, buscou-
se concentrações que fossem as mais frequentes na prática médica, de 
modo que qualquer resultado obtido desse estudo pudesse ter uma analogia 
mais direta com a clínica. As concentrações de lidocaína (2%) e 
ropivacaína (0,75%) são as mais altas disponíveis comercialmente, no 
entanto, optou-se nesse estudo pela bupivacaína a 0,5%. Isso se deve ao 
fato de que a bupivacaína a 0,75% tem cada vez menos procura comercial 
devido aos crescentes relatos de efeitos adversos no uso clínico, e o próprio 
Centro de Vigilância Sanitária do Estado de São Paulo emitiu alerta sobre 
os efeitos adversos dose-dependente da bupivacaína (Alerta Terapêutico nº 
07/06 - Cloridrato de bupivacaína - Anexo 4). O grupo bupivacaína não foi 
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capaz de inibir a SP na concentração de 0,5%, mas é improvável que uma 
concentração pouco maior (de 0,75%) possa alterar esse achado. Essa 
afirmação se baseia no estudo de DIAS et al., de 2008, que utilizam AL´s 
(lidocaína, levobupivacaína e ropivacaína) em duas concentrações para 
inibir os efeitos de NP´s na pele de humanos e observaram que, apesar de 
haver diferenças de inibição dose-dependente, todos os anestésicos 
avaliados foram capazes de demonstrar inibição na formação de eritema 
causados pela SP em todas as doses. O presente estudo utilizou 
concentrações de lidocaína e ropivacaína que DIAS et al. chamaram de 
anestésica (respectivamente 2% e 0,75%), porém a levobupivacaína usada 
no estudo desses autores não pode ser comparada à bupivacaína a 0,5%. 
Sendo assim, a ação da bupivacaína a 0,75% ainda merece comprovação 
científica. 
A bupivacaína é uma droga vendida comercialmente com a 
substância metilparabeno, que é um agente antimicrobiano utilizado como 
conservante em medicamentos e cosméticos. Essa substância pertence a 
classe dos parabenos, que são ésteres derivados do ácido p-
hidroxibenzóico, utilizados com esta finalidade há mais de 50 anos. O 
metilparabeno é um dos conservantes de cosméticos de maior aceitação em 
todo o mundo e apresenta um amplo espectro de ação antimicrobiana, 
sendo efetivo contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, assim 
como leveduras e fungos. Optou-se por não utilizar a forma pura da 
bupivacaína e sim a forma comercial amplamente aceita, para que os 
resultados obtidos tivessem analogia com o uso clínico corrente. No 
entanto, é opinião desse autor que o metilparabeno presente na composição 
da bupivacaína não teria influência sobre os resultados obtidos nesse 
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trabalho, visto que ele não tem efeitos ou atividades inflamatórias 
conhecidas. 
O presente estudo buscou uma maneira de quantificação direta dos 
neuropeptídeos na pele para obter resultados mais confiáveis e 
reprodutíveis. O método de escolha para quantificação direta foi o Western 
blotting (WB). No entanto, foi necessário o desenvolvimento de 
modificações laboratoriais pioneiras nas técnicas clássicas de WB para 
suplantar certas dificuldades técnicas, discutidas adiante. O 
desenvolvimento do WB para quantificar NP´s deu-se no Laboratório de 
Neurocirurgia Experimental - LIM 45 da Universidade de São Paulo, USP 
(Coordenador: Prof. Dr. Gerson Chadi).  
Pesquisas que investigam neuropeptídeos na pele de animais in vivo, 
frequentemente, adotam a imuno-histoquímica (IHQ) como método de 
quantificação (DELGADO, MCMANUS, CHAMBERS, 2005; 
RAJKOVIC, MATAVULJ, JOHANSSON, 2005). A IHQ é um método de 
quantificação indireta, onde a substância marcada fica fluorescente ao 
microscópio confocal e é contada por um ou mais operadores humanos 
através de técnicas de amostragem e estereologia (MANDARIM-DE-
LACERDA, 2003; RAJKOVIC, MATAVULJ, JOHANSSON, 2005). A 
IHQ apresenta as vantagens de ser um método tecnicamente acessível, bem 
compreendido e pouco oneroso, pois os anticorpos primários e secundários 
estão entre os mais baratos do mercado. Os marcadores fluorescentes, 
como a fluoresceína isotiocianato (FITC), foram os primeiros a ser 
utilizados, demonstrando a localização de neuropeptídeos em fibras 
nervosas que, em cortes espessos, permite observar o trajeto sinuoso das 
fibras pelo tecido estudado. Assim, a IHQ é um método morfológico que se 
presta a determinação topográfica dos elementos imunomarcados e, deste 
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modo, qualitativa de eventos estudados. No entanto, a marcação não é 
permanente e a maioria dos marcadores tende a perder sua fluorescência 
num curto período de tempo, principalmente, sob a ação da luz, 
dificultando a documentação de lâminas através de fotografia 
microscópica. Além disso, tecidos fixados em formalina tendem a ser 
autofluorescentes e, quando contêm catecolaminas, podem ser induzidos a 
emitir fluorescência específica de cor aproximada à emitida pela 
fluoresceína.  
A IHQ presta-se bem as informações qualitativas, contudo alguns 
autores desenvolveram métodos para sua quantificação, automatizados ou 
não, que permitissem comparações (HENDERSON, TERENGHI, 
FERGUSON, 2011). No entanto, a quantificação das substâncias é indireta, 
operador-dependente e pode apresentar significativa variabilidade 
interexaminadores e imprecisão de resultados. Outra desvantagem da 
utilização da IHQ para a quantificação é o manuseio excessivo das 
amostras e tempo de execução das fases, dificultando o processamento 
simultâneo dos grupos experimentais. Entretanto, a maior limitação da IHQ 
como método quantitativo é a impossibilidade de fazer as marcações 
controle de inespecificidade nas mesmas amostras (secções do tecido) 
submetidas às marcações em questão e controle quantitativo do 
background. 
Alguns estudos tem utilizado um método de quantificação da 
secreção de neuropeptídeos no interstício da pele por meio da técnica de 
microdiálise (MD) seguida de quantificação por ELISA (SAUERSTEIN et 
al, 2000; WEIDNER et al., 2000). A MD é um processo onde cateteres de 
entrada e de saída são introduzidos na derme com um espaçamento entre si. 
As substâncias do interstício são, então, captadas e esse lavado é 
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encaminhado para quantificação proteica pelo difundido método de ELISA 
(FUJII, SENGOKU, TAKAKURA, 2010). As vantagens desse método são 
a quantificação direta, de significativa acurácia, em valores absolutos, com 
unidades em molar e precisão digital de um leitor específico. Como 
desvantagens, a MD é tecnicamente complexa e trabalhosa, além de trazer 
alguns vieses devido à necessidade de cateteres inseridos na pele, que por si 
só poderiam estimular a liberação de substâncias inflamatórias e 
imunológicas, como histamina, serotonina, prostaglandinas, NGF, além de 
neuropeptídeos (ROOSTERMAN et al., 2006). A utilização do ELISA 
também é dispendiosa devido ao alto preço dos anticorpos primários e 
secundários. 
O Radioimunoensaio (RIE) também foi utilizado para detecção de 
neuropeptídeos em trabalhos científicos na pele (CAVIEDES-BUCHELI et 
al., 2009). O RIE é um método preciso, específico e relativamente barato. 
No entanto, seu uso é restrito devido à necessidade de marcadores 
radioativos que requerem precauções especiais de instalações, manuseio e 
licença. 
Esse estudo utilizou o WB por ser um método viável para detecção 
de neuropeptídeos na pele, com alta sensibilidade e especificidade, 
reprodutibilidade e acessibilidade técnica e econômica. 
No entanto, por se tratar de uma técnica demorada e com várias 
etapas de execução, o autor acredita que o WB tem aplicação prática 
dificultada, principalmente quando se emprega número de amostras 
significativo. Por isso, sua utilização costuma ser restrita aos trabalhos de 
pesquisa, em detrimento de outras metodologias que são mais rápidas e de 
fácil execução, como a IHQ. A técnica de WB utilizada nesse estudo 
contorna sua principal desvantagem que é a dificuldade decorrente da 
D i s c u s s ã o  | 48 
 
 
extração proteica de um tecido de alta densidade como a derme. Tais 
limitações foram ultrapassadas adaptando as técnicas clássicas de WB 
como: (1) manipulação específica das amostras, com séries de 
congelamentos e descongelamentos, maceração mais cuidadosa e uso de 
homogeneizador mais potente; (2) utilização de reagentes de lise em 
proporções maiores; (3) inibição de proteases em proporções maiores; e (4) 
utilização de meios de transferência proteica específicos para a pele, como 
a membrana de PVDF, já que a membrana habitual de nitrocelulose não foi 
eficaz. 
Especificamente quanto ao kit de CGRP para WB, foram utilizados 
anticorpos para quantificação de sua forma ativa, com 5 kda, e de sua 
forma precursora, com 15 kda. O pró-CGRP é uma molécula de 
aproximadamente 15 kda que, após sofrer clivagem, dá origem a moléculas 
da forma ativa de CGRP (MISHIMA et al., 2011). O pró-CGRP não tem 
outras funções biológicas específicas conhecidas e sua quantificação não 
foi considerada como objetivo desse trabalho, já que faz parte apenas da 
síntese do CGRP. No entanto, como MISHIMA et al. (2011) comentaram 
em seu artigo científico, a quantificação do pró-CGRP auxilia e é um 
grande indicador do comportamento do CGRP na sua forma ativa, visto 
que este último tem degradação rápida e comportamento ainda pouco 
estabelecido na literatura (BRAIN & WILLIAMS, 1989). Nas descrições 
da bula do anticorpo anti-CGRP utilizado (Sigma) não há a menção da sua 
habilidade em se ligar ao pró-CGRP, mas considerando-se a literatura, a 
similaridade do peso molecular do pró-CGRP e a localização da banda que 
esse anticorpo marca no gel, assumimos que esta banda refere-se ao pró-
CGRP. 
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A demarcação visual com caneta da área a ser examinada seria 
conveniente para o experimento, mas um estudo-piloto demonstrou que a 
tinta das canetas dermográficas, ao pigmentar as camadas superficiais da 
derme, interfere com o método de quantificação dos neuropeptídeos na 
placa de gel do WB. Portanto, qualquer marcação da pele dos ratos com 
caneta deve ficar fora da área da amostra coletada para análise e servir 
apenas de referência operacional para o experimento. Outras maneiras de 
demarcação da área, com moldes de papel ou de plástico também poderiam 
ser usados e seriam inócuos ao método de quantificação por WB. 
O WB não distingue qual a localização do neuropeptídeo dentro da 
amostra, isto é, não é possível dizer se ele está dentro de vesículas nas 
terminações nervosas ou se ele já foi excretado e se encontra no meio 
intersticial ou mesmo se já foi internalizado na célula-alvo. 
Outros métodos seriam capazes de fazer essa distinção precisamente, 
sobretudo a MD onde apenas o lavado intersticial é analisado e marcado 
pelo ELISA (WEIDNER et al., 2000). Estudos onde a posição exata do 
neuropeptídeo é de extrema importância podem se beneficiar mais de MD 
com ELISA do que com o presente modelo experimental, por isso nenhum 
método deve ser considerado definitivo. O WB quantitativo permite a 
análise quantitativa e segura dos neuropeptídeos, pois possibilita a retirada 
dos valores do background do filme e a normatização dos valores 
específicos do marcador em questão, em cada amostra, pelos valores de um 
marcador estrutural, no caso a beta-tubulina. 
Quanto à análise estatística, foram realizados testes de Kolmogorov-
Smirnov (KIRKWOOD & STERNE, 2003) para avaliar a distribuição de 
normalidade de probabilidade das medidas em cada grupo (Apêndice 3). 
Como os testes de normalidade não apresentaram qualquer evidência de 
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ausência de normalidade na distribuição dos dados, foram utilizadas 
análises de variâncias (ANOVA) (NETER et al., 1996) seguidas de 
comparações múltiplas de Tukey (NETER et al., 1996) para verificar se há 
diferença nas quantificações de neuropeptídeos entre os grupos de 
anestésicos. Os resultados foram ilustrados com uso de gráficos de barras 
representando as médias de cada grupo com os respectivos erros-padrão, 
com nível de significância de 5% e poder do teste de 80%. A quantificação 
de SP apresentou um outlier, ou valor atípico, no grupo B, que foi excluído 
sem prejuízo dos testes estatísticos. O teste de Tukey foi realizado de forma 
pareada entre os grupos, para SP e pró-CGRP. O CGRP-forma ativa não foi 
avaliado segundo o teste de Tukey já que a ANOVA não mostrou 
significância entre seus grupos. 
Quanto aos resultados desse estudo, em relação à SP, os grupos (L) 
(lidocaína 2%) e (R) (ropivacaína 0,75%) se portaram de maneira 
semelhante em todo o experimento. Apesar de terem lipossolubilidade 
diferentes, o que se traduziria em distinta potência e durabilidade de 
bloqueio nervoso, ambas as drogas foram plenamente capazes de inibir a 
liberação de SP na pele em relação ao grupo controle. O grupo (B) 
(bupivacaína 0,5%) não teve influência sobre a liberação de SP, com 
resultado significante em relação à lidocaína e à ropivacaína. 
Em estudos que avaliam aspectos morfológicos e macroscópicos da 
cicatriz, vários autores já observaram a influência deletéria sobre o 
desenvolvimento da cicatriz causada pela lidocaína (CHVAPIL et al., 
1979; VASSEUR et al., 1984; DRUCKER et al., 1998) e também pela 
bupivacaína (CHVAPIL et al., 1979; VASSEUR et al., 1984). No entanto, 
o presente estudo demonstrou que a lidocaína interferiu sobre a liberação 
de SP, mas a bupivacaína não interferiu, o que impossibilita uma correlação 
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direta de que a ausência de SP seria a causa das alterações cicatriciais 
descritas nos trabalhos mencionados, onde tanto a lidocaína quanto a 
bupivacaína foram igualmente capazes de inibir aspectos da cicatrização. A 
influência da ropivacaína é inédita na literatura sob esse ponto de vista, mas 
pode-se fazer uma analogia aos resultados encontrados com o uso de 
lidocaína, já que ambas apresentaram comportamento semelhante sobre a 
liberação de SP, e assim levantar a hipótese de que a ropivacaína poderia 
inibir as fases iniciais da cicatrização tanto quanto a lidocaína. 
DIAS et al., em 2008, tentaram demonstrar a influência dos AL´s 
lidocaína, levobupivacaína e ropivacaína sobre os NP´s de maneira indireta, 
por meio da mensuração do eritema com laser Doppler. Dessa forma, 
injetaram concomitantemente SP ou bradicinina com AL´s de diferentes 
tipos em diferentes concentrações na face volar do antebraço de dez 
voluntários. Esses autores observaram redução do eritema associada a 
todos os anestésicos, sem diferença entre si, mas com diferenças em relação 
às concentrações utilizadas, ou seja, quanto maior a concentração, maior foi 
a redução do eritema. A mensuração indireta do efeito da SP por meio do 
eritema pode conter viés já que cada AL tem um efeito sobre a dilatação 
dos vasos por si só, independente da ação da SP. MCCLURE em 1996 já 
havia descrito a capacidade vasoconstritora da ropivacaína em 
contraposição ao efeito vasodilatador da lidocaína, o que poderia causar 
variações na quantidade de eritemas, com consequente imprecisão na 
mensuração da ação da SP no trabalho de DIAS et al. (2008). Quanto ao 
uso de levobupivacaína, não se pode compará-la aos efeitos da bupivacaína 
por suas diferenças químicas estruturais. Mas, segundo DIAS et al. (2008), 
a levobupivacaína foi capaz de reduzir o eritema causado pela SP, 
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sugerindo que a levobupivacaína seria capaz de inibir a liberação de SP, ao 
contrário do que mostra o presente estudo em relação à bupivacaína. 
CAVIEDES-BUCHELI et al., em 2009, fizeram estudo de 
mensuração direta de SP com radioimunoensaio em polpas dentárias após 
injeção de lidocaína com vasoconstritor ou prilocaína (com e sem 
vasoconstritor) e comprovaram a ação da lidocaína sobre a inibição de SP. 
No entanto, o uso de vasoconstritor inviabiliza uma correlação direta com o 
presente estudo, já que a lidocaína 2% com epinefrina 1:80.000 poderia 
estar potencializando seu efeito e o próprio autor discute se a inibição de 
SP, de forma mais relevante, ocorreu devido à potencialização da lidocaína 
pela associação com a epinefrina, o que abre campo para uma nova 
pesquisa que esclareça esse ponto. 
Em relação ao CGRP (forma ativa - 5kda), nenhum dos grupos 
experimentais foi capaz de inibi-lo na pele, no presente estudo. 
Paralelamente, o pró-CGRP (15kda) foi inibido por todos os grupos 
testados. A interpretação desses dados remonta à fisiologia do CGRP. 
Segundo MISHIMA et al., em 2011, esse neuropeptídeo com 37 
aminoácidos é produzido no corpo celular do neurônio do gânglio da raiz 
dorsal pela transcrição do gene da calcitonina/CGRP, onde uma molécula 
precursora com 15kda, denominada pró-CGRP, é sintetizada no retículo 
endoplasmático e processada no Complexo de Golgi. O pró-CGRP é levado 
por via axonal, em sentido antidrômico, para as terminações livres cutâneas 
onde é clivado em CGRP (forma ativa), com aproximadamente 5kda, para 
ser liberado no interstício diante de um estímulo local. MISHIMA et al., 
em 2011, avaliaram a influência do CGRP na revascularização de membros 
isquêmicos em ratos e quantificaram o pró-CGRP para comprovar a 
liberação e aumento de produção de CGRP durante os dias do experimento. 
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O presente estudo demonstrou uma completa depleção dos níveis de pró-
CGRP na pele, o que faz supor que houve clivagem desse precursor e 
liberação do CGRP na pele.  
LEFFLER et al., em 2008, demonstraram que a lidocaína pode ativar 
receptores da família de canais TRP (transient receptor potential) e 
provocar a liberação de CGRP, tanto em nervos periféricos como na pele, 
após cinco minutos de estímulo. O presente estudo adotou o tempo de 30 
minutos como padronização para ambos os NP´s e não observou alteração 
quanto à liberação de CGRP em nenhum dos grupos experimentais. Se 
realmente houve uma liberação cutânea de CGRP, inferida pela clivagem 
do pró-CGRP e sugerida pelo estudo de LEFFLER et al. (2008), o tempo 
de 30 minutos foi suficiente para degradar o excesso de CGRP na pele e 
deixá-lo novamente em níveis basais, o que explicaria o resultado obtido. 
Outros estudos seriam necessários para confirmar essa hipótese, visando 
estabelecer com maior precisão a curva de degradação de CGRP na pele. 
SMITH & LIU, em 2002, realizaram injeções de capsaicina em ratos 
recém-nascidos e provocaram um ferimento cutâneo com punch de quatro 
milímetros. Após comprovarem a redução de 43% nos níveis de CGRP, 
esses autores observaram um aumento na área e volume da cicatriz, devido 
ao aumento relativo do tecido de granulação, além de atraso na queda da 
crosta e retardo na epitelização. Os autores sugeriram que a ausência do 
CGRP durante a cicatrização inibia a apoptose do tecido de granulação 
causando as alterações relatadas. Por outro lado, CHVAPIL et al. (1979), 
VASSEUR et al. (1984), DRUCKER et al. (1998), dentre outros, também 
demonstraram alterações cicatriciais semelhantes às descritas por SMITH 
& LIU (2002) após o uso de AL´s. Se a hipótese de que os AL´s estimulam 
a liberação de CGRP estiver correta, então, as alterações cicatriciais 
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observadas pelos autores citados diante do uso de AL´s não poderão ser 
creditadas à ausência do CGRP na cicatrização, ao menos, não nos 
momentos iniciais (na fase de inflamação neurogênica), e SMITH & LIU 
(2002) podem ter observado um atraso cicatricial causado por outras 
substâncias também inibidas pela capsaicina, como a própria SP ou ainda 
outro NP, necessitando de outros estudos para confirmar. 
O CGRP é um vasodilatador muito eficaz, como demonstrado por 
ESTEVES JUNIOR et al., em 2009, que comprovaram seus efeitos no 
aumento da viabilidade de retalhos cutâneos em ratos. Esse efeito é, 
provavelmente, devido ao aumento de perfusão do retalho por dilatação 
duradoura das arteríolas pré-capilares, o que aumentaria o fluxo sanguíneo 
e a perfusão tecidual sem provocar, no entanto, extravasamento plasmático 
(WEIDNER et al., 2000). Além disso, o CGRP comprovadamente 
potencializa os efeitos e a disponibilidade da SP ao inibir sua degradação 
pela NEP (ZEGARSKA, LELINSKA, TYRAKOWSKI, 2006); tem efeitos 
anti-inflamatórios ao reduzir acúmulo de neutrófilos e promover apoptose 
de linfócitos T (SMITH & LIU, 2002); e modula a liberação e quimiotaxia 
de substâncias e células pró-inflamatórias, respectivamente 
(ROOSTERMAN et al., 2006). No entanto, sua ação direta sobre a 
cicatrização é discutível e contraditória entre os artigos da literatura 
(SMITH & LIU, 2002; ROOSTERMAN et al., 2006; ZEGARSKA, 
LELINSKA, TYRAKOWSKI, 2006; LEFFLER et al., 2008). 
Outros meios químicos e físicos também parecem influenciar a 
secreção de NP´s. RAJKOVIC, MATAVULJ, JOHANSSON, em 2005, 
investigaram a influência de campos magnéticos sobre a liberação de NP´s 
na pele e não observaram diferença estatística pela quantificação indireta 
por IHQ. Considerando as limitações desse método de quantificação, os 
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autores relataram uma secreção menor de SP e uma secreção maior de 
CGRP nas amostras após o estímulo por campos magnéticos. 
Segundo ROOK & MCCARSON, em 2007, a morfina tópica sobre 
ferimentos retarda a cicatrização. Em estudo onde foram injetados soluções 
de morfina, antagonistas de receptores NK-1 e NK-2 e morfina combinada 
com SP, esses autores demonstraram que a morfina atrasou a cicatrização 
através da inibição de secreção de SP e neurocinina A (NKA), efeito esse 
revertido ao se injetar esses NP´s concomitantemente. O presente estudo 
mostrou que a LDC e a RVC também inibem a liberação de SP e poderiam 
ter os mesmos resultados da morfina, alterando a morfologia cicatricial e 
atrasando a cicatrização cutânea, o que justificaria as alterações 
demonstradas por outros autores diante do uso de AL´s. Mas são 
necessários mais estudos para comprovação desse evento. 
Para averiguar a possibilidade de que corticoides poderiam inibir a 
inflamação neurogênica, assim como inibem os processos inflamatórios 
clássicos, FUJII, SENGOKU, TAKAKURA, em 2010, testaram corticoides 
tópicos e sistêmicos, em uso prolongado e pontual, concomitantes a 
ferimentos em orelhas de ratos. Os autores observaram um aumento nos 
níveis de SP após uso crônico de corticoides tópicos (sete dias em ratos), 
atribuindo a esse mecanismo o advento de dermatite atópica em humanos 
que fazem uso inapropriado de corticoides tópicos. De fato, MISERY em 
2011, fez um artigo de revisão abrangendo as funções imunológicas do 
sistema nervoso na pele, e ele ressalta trabalhos que comprovam as funções 
imunomoduladoras da SP e do CGRP na pele, sobretudo nas atopias. 
Segundo os estudos citados, os corticoides parecem não inibir a IN, mas 
fazem-se necessários outros estudos que abordem esse tema diretamente. 
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Perspectivas 
 
A inflamação neurogênica está envolvida nos processos fisiológicos 
e patológicos da cicatrização; por isso, a possibilidade de modular suas 
fases iniciais, atrasando-a, inibindo-a, ou estimulando-a, traria a 
perspectiva de controlar tais processos, eventualmente otimizando o tempo 
de cicatrização normal e corrigindo as cicatrizações patológicas. 
O uso de AL´s é uma das maneiras de influenciar na liberação de 
NP´s e, portanto, merece destaque nas perspectivas para futuro uso clínico 
visando controlar eventos fisiológicos e patológicos que envolvem a 
inflamação neurogênica. 
Na área da clínica, doenças cutâneas com origem neuropeptidérgica, 
como psoríase e dermatites atópicas, e o queloide (AKAISHI, OGAWA, 
HYAKUSOKU, 2008) poderiam se beneficiar de um complemento 
terapêutico através da modulação da secreção de neuropeptídeos, visando 
um melhor controle dessas patologias além do tratamento clássico atual. 
Na área da cirurgia, o conhecimento de que a lidocaína e a 
ropivacaína inibem a liberação de SP, em contraposição à bupivacaína, que 
não a influencia, pode contribuir para selecionar o uso desses AL´s quando 
não for desejável inibir a inflamação neurogênica ou talvez atrasar o 
processo cicatricial. Na prática cirúrgica, onde certas intervenções podem 
ser realizadas com anestesia local, a inibição de SP poderia trazer uma 
redução da contração cicatricial, uma menor resistência dos pontos 
cirúrgicos e uma cicatrização com menor força tênsil, unicamente pelo tipo 
de anestésico local utilizado. Por outro lado, procedimentos cirúrgicos onde 
existe chance de retrações cutâneas, formação de bridas ou qualquer 
advento de uma cicatrização exacerbada, comum em pacientes queimados 
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ou vítimas de traumas, poderiam ser melhorados com o uso de anestésicos 
com maior inibição da IN. Assim sendo, protocolos cirúrgicos seriam 
passíveis de revisão considerando-se conceitos de modulação de processos 
inflamatórios. 
Da mesma forma, as cicatrizes fibroproliferativas, como cicatrizes 
hipertróficas e queloides merecem maiores estudos quanto à inclusão de 
proporções de AL´s em seu tratamento. Enquanto um modelo animal para 
estudos de cicatriz hipertrófica estiver sendo desenvolvido (ENGRAV et 
al., 2011), estudos terapêuticos em humanos com a injeção de um 
anestésico local concomitante ao já consagrado corticoide, poderia modular 
sua patogênese e impactar num maior sucesso de prevenção e recidiva pós-
cirúrgica. 
Uma das questões mais relevantes que esse trabalho levanta é sobre a 
real influência da SP no resultado final da cicatriz. Estudos anteriores 
mostram que a redução de SP parece, de fato, contribuir para algum retardo 
nas fases iniciais da cicatrização, que precisariam ser melhor 
caracterizados. No entanto, a influência da SP nas fases finais da 
cicatrização carece de mais estudos em animais e in vitro para depois serem 
pesquisadas em humanos. 
O CGRP mostra indícios de não participar de modo direto sobre as 
alterações cicatriciais descritas por outros autores (SMITH & LIU, 2002; 
ROOSTERMAN et al., 2006; ZEGARSKA, LELINSKA, TYRAKOWSKI, 
2006; LEFFLER et al., 2008). São necessários maiores estudos para se 
definir as consequências das atividades imunomoduladoras e 
vasodilatadoras do CGRP, assim como sua real função na cicatrização.  
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7. CONCLUSÕES 
 
 
 
 
1. A lidocaína e a ropivacaína diminuíram os níveis de SP na 
pele incisada de ratos. 
2. A bupivacaína não tem influência sobre os níveis de SP na 
pele incisada de ratos. 
3. Nenhum AL demonstrou influência sobre a presença de 
CGRP na pele incisada de ratos no tempo avaliado. 
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ABSTRACT 
 
Neurogenic inflammation (NI) is one of the earliest trigger in wound 
healing. After a nociceptive stimulus in the skin, occurs the release of skin 
pro-inflammatory neuropeptides (NP's), which are substances produced by 
the neurons of the dorsal root ganglia and secreted by nerve endings in the 
skin, triggering the inflammatory phase of wound healing. Local 
anesthetics (LA's) have widespread use due to its effectiveness and safety, 
but there is evidence that they could block the onset of neurogenic 
inflammation by inhibiting the secretion of NP's, potentially delaying the 
early stages of healing. OBJECTIVE: To evaluate the effect of LA's 
lidocaine (L), bupivacaine (B) and ropivacaine (R) in the secretion of SP 
and CGRP in incised rat skin. METHODS: We used 28 Wistar rats divided 
into 4 groups (n = 7), Group C (control saline 0.9%), L group (lidocaine 
2%), group B (bupivacaine 0.5%) and group R (0.75% ropivacaine). After 
general anesthesia, the LA´s were injected in each group in a straight line 
in the subcutaneous tissue of the dorsal midline of each rat, and after 30 
minutes, an incision was made (nociceptive stimulus) along that 
segment.Then, each rat was subjected to induced painless death, and a 
square of skin, with the incised line inside, was taken with the aid of an 
electric dermatome. Finally, a skin sample from the midpoint of the incised 
line was removed with a skin punch of 8mm, to achieve standardized area 
and volume. This sample was submitted to a quantification of CGRP and 
SP by Western Blotting and followed for statistical analysis. RESULTS: 
regarding NP's in the skin of rats, group L and group R showed a reduction 
of SP in the samples; group B showed no reduction in the amount of SP; all 
groups showed reduction in the amount of pro-CGRP, with no difference 
between them; and neither group showed a decrease in the amount of 
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CGRP. CONCLUSION: The lidocaine and ropivacaine reduced secretion 
of SP by the nerve endings, the bupivacaine had no effect on secretion of 
SP; and no local anesthetic inhibited the secretion of CGRP in rat skin 
incision. 
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APÊNDICE 1 
 
Aprovação do Comitê de Ética e Pesquisa da UNIFESP – CEP 1537/09 
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APÊNDICE 2 
 
Randomização dos animais por grupo pelo www.randomization.com  
 
A Randomization Plan 
from 
http://www.randomization.com 
 
1. Ropi___________________________________ 
2. Ropi___________________________________ 
3. SF_____________________________________ 
4. Bupi___________________________________ 
5. Lido___________________________________ 
6. Lido___________________________________ 
7. Ropi___________________________________ 
8. SF_____________________________________ 
9. Bupi___________________________________ 
10. Ropi___________________________________ 
11. Lido___________________________________ 
12. SF_____________________________________ 
13. SF_____________________________________ 
14. Ropi___________________________________ 
15. SF_____________________________________ 
16. Bupi___________________________________ 
17. Lido___________________________________ 
18. Bupi___________________________________ 
19. SF_____________________________________ 
20. Bupi___________________________________ 
21. Ropi___________________________________ 
22. Lido___________________________________ 
23. Lido___________________________________ 
24. Lido___________________________________ 
25. Ropi___________________________________ 
26. Bupi___________________________________ 
27. Bupi___________________________________ 
28. SF_____________________________________ 
 
28 subjects randomized into 1 block 
To reproduce this plan, use the seed 16091 
along with the number of subjects per block/number of blocks 
and (case-sensitive) treatment labels as entered originally. 
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APÊNDICE 3 
 
Tabela 3. Resultados dos testes de Kolmogorov-Smirnov para verificar 
a normalidade de distribuição dos valores medidos em cada grupo.  
 
Nenhum teste mostrou-se significativo (p>0,05), portanto os valores 
apresentaram distribuição normal em todos os grupos. 
  
Variável
pró-CGRP-15kda 0,52 0,948 0,57 0,907 0,52 0,949 0,57 0,896
SP 0,51 0,954 0,58 0,892 0,54 0,937 0,47 0,981
CGRP-forma ativa-5kda 0,54 0,932 0,66 0,775 0,79 0,565 0,70 0,712
Valor Z 
(K-S)
p
RBLC
Valor Z 
(K-S)
p Valor Z 
(K-S)
p Valor Z 
(K-S)
p
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APÊNDICE 4 
 
Tabela 4. Descrição dos valores de SP na amostra de cada animal, 
obtidos por WB (valores arbitrários). 
 
 
 
  
Valores de SP
C L B R
0,35369 0,136501 0,536986 0,268101
0,506334 0,103062 0,564514 0,22573
0,4503 0,260166 0,3502 0,258444
0,29519 0,124815 0,26373 0,147469
0,328775 0,263412 0,091432 0,312309
0,558771 0,247437 0,665262 0,237628
0,659036 0,376234 0,182011 0,168663
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APÊNDICE 6 
 
Tabela 5. Descrição dos valores de pró-CGRP na amostra de cada 
animal, obtidos por WB (valores arbitrários). 
 
 
  
Valores de pró‐CGRP‐15kda
C L B R
2,685 1,807063 2,619164 2,28417
3,506881 1,932656 1,904 1,94228
2,009867 2,11313 2,508114 2,290979
2,268262 2,289862 1,405298 1,451041
2,268246 1,86 1,734412 2,04782
2,706123 1,800701 2,366138 1,43291
3,231772 1,722812 1,343023 2,128217
 Fig
Wes
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Val
Gru
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APÊNDICE 8 
 
Tabela 6. Descrição dos valores de CGRP (forma ativa) na amostra de 
cada animal, obtidos por WB (valores arbitrários). 
 
 
  
 Valores de CGRP‐5kda (forma ativa)
C L B R
0,841075 0,641226 0,967751 1,014612
1,629479 0,790347 2,447151 1,250436
1,258722 1,121951 1,102708 0,73252
0,859505 0,883853 1,045811 1,522207
2,365862 2,900004 1,573266 2,550571
1,422561 1,390465 2,616971 1,233214
2,896856 1,531504 1,137668 0,974968
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ANEXO 1 
 
Máquina de cortar cabelo – Marca WAHL® 
 
 
Fonte:  
Wahlglobal [Internet]. Rio de Janeiro: Wahl Clipper Brasil; [citado 2013 
Abr 8]. Super Taper. Disponível em: 
http://www.wahlglobal.com/brazil/wahl/linha-profissional/maquinas-de-
cortar-cabelo/super-taper.html 
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ANEXO 2 
 
Dermátomo Elétrico – Marca Integra/Padgett® 
 
 
Fonte:  
Integra LifeSciences [Internet]. New Jersey: Integra LifeSciences 
Corporation; c2012. Jarit [cited 2013 Apr 8]. Available from: 
http://www.integralife.com/Jarit/Jarit-Product-
Detail.aspx?Product=121&ProductName=Model%20PI%20Electri
c%20Dermatome&ProductLineName=PADGETT%C2%AE&Pro
ductLineID=158 
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 Richter®
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ANEXO 4 
 
Alerta Terapêutico da bupivacaína pelo Centro de Vigilância Sanitária 
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Fonte: 
Centro de Vigilância Sanitária. Alerta Terapêutico nº 07/06 - Cloridrato de 
bupivacaína [Internet]. São Paulo: Secretaria de Estado da Saúde de São 
Paulo; [citado 2013 Abr 8]. Disponível em: 
http://www.cvs.saude.sp.gov.br/zip/Alerta%20Terap%C3%AAutico%2007
_06%20BUPIVACAINA.pdf 
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